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Tämän opinnäytetyön tavoitteena oli ottaa käyttöön menetelmät kolmen eri 
metaboliaentsyymin aktiivisuuden määrittämiseksi trinitrotolueenille (TNT) altistettujen 
sinisimpukoiden (Mytilus trossulus) lihasnäytteistä. Kiinnostuksen kohteena olivat 
anaerobiseen energia-aineenvaihduntaan osallistuvat oktopiinidehydrogenaasi (ODH) ja 
fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasi (PEPCK) sekä aerobiseen energia-aineenvaihduntaan 
osallistuva pyruvaattikinaasi (PK). Työn tavoitteena oli myös tutkia, ilmentääkö TNT:lle 
altistuminen muutoksia simpukan normaalissa energia-aineenvaihdunnassa. Työ tehtiin 
Suomen ympäristökeskuksen merikeskuksessa. 
 
Sinisimpukat altistettiin erilaisille TNT-pitoisuuksille kahdessa kestoltaan erilaisessa 
kokeessa: kroonisessa ja akuutissa altistuskokeessa. Metaboliaentsyymiaktiivisuudet 
määritettiin simpukoiden lihasnäytteistä spektrofotometrisillä menetelmillä. PK- ja PEPCK-
aktiivisuudet määritettiin valmiilla kaupallisilla tuotteilla ja ODH-aktiivisuus tieteellisten 
artikkelien pohjalta kootulla menetelmällä. 
 
Entsyymiaktiivisuusanalyyseissä tilastollisesti merkitseviä eroja havaittiin kaikissa TNT-
pitoisuuksissa PEPCK-aktiivisuuksien osalta kontrollikäsittelyjen sekä näytekäsittelyjen 
välillä. PK-aktiivisuuksien osalta tilastollisesti merkitsevästi erosi yksi näytekäsittely, jossa 
TNT-pitoisuus oli 0,62 mg/l. ODH-aktiivisuuksissa ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja 
kontrolli- ja näytekäsittelyjen välillä. 
 
Menetelmät osoittautuivat toimiviksi, ja entsyymiaktiivisuudet saatiin määritettyä jokaisen 
metaboliaentsyymin osalta. Toimivuudestaan huolimatta kaupallisten tuotteiden käytön 
mielekkyyttä tulevaisuudessa tulee kuitenkin vielä arvioida, sillä tässä työssä käytettyjen 
tuotteiden protokollien reaktiolämpötilat erosivat toisistaan. Käyttöön tulisi valita sellaiset 
menetelmät, joissa mittaukset voitaisiin suorittaa samassa lämpötilassa, mikä tekisi 
saaduista tuloksista keskenään vertailukelpoiset. 
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The aim of this thesis project was to introduce methods for determination of metabolic en-
zyme activity in muscle tissue samples of the blue mussel (Mytilus trossulus) after the 
mussels were exposed to trinitrotoluene (TNT). The enzymes studied were octopine dehy-
drogenase (ODH) and phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), which function in 
the anaerobic metabolic pathways, and pyruvate kinase (PK) which is involved in aerobic 
glycolysis. The goal of the study was to evaluate the effect of a harmful substance to mus-
sels’ normal energy metabolism. This thesis project was implemented in the Marine Re-
search Centre of the Finnish Environment Institute. 
 
The mussels were exposed to variable TNT concentrations in two different experiments: 
Acute Toxicity and Chronic Toxicity. The enzyme activity analyses were performed with 
spectrophotometric methods. The activity of PK and PEPCK were measured with commer-
cial products and the method for measuring ODH activity was developed after literature 
review of scientific publications. 
 
Significant differences in PEPCK activity results were observed in all sample treatments 
within both acute and chronic toxicity experiments. In acute toxicity experiment, one sam-
ple treatment showed significant differences in PK activity results in TNT concentration of 
0.62 mg/L. No significant differences were observed in ODH activity results. 
 
The methods implemented in enzyme activity analyses proved to be suitable for intended 
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Lyhenteet 
2-ADNT 2-aminotrinitrotolueeni. Trinitrotolueenin hajoamistuote. 
4-ADNT 4-aminotrinitrotolueeni. Trinitrotolueenin hajoamistuote. 
BSA Bovine serum albumin. Naudan seerumialbumiini. Veren plasmassa 
esiintyvä proteiini. 
DDT Diklooridifenyylitrikloorietaani. Hyönteismyrkky. 
DTT Ditiotreitoli. Biokemiallisessa analytiikassa käytettävä reagenssi. 
HELCOM Baltic Marine Environment Protection Commission. Itämeren merellisen 
ympäristön suojelukomissio (Helsinki-komissio). 
NAD+ Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi. Monissa biokemiallisissa reaktioissa 
hapetus-pelkistystasapainon säätelyyn osallistuva koentsyymi. 
NADH NAD+:n pelkistynyt eli elektronin vastaanottanut muoto. 
ODH Octopine dehydrogenase. Oktopiinidehydrogenaasi. Solun hapetus-
pelkistystasapainon ylläpitoon osallistuva entsyymi. 
PEP Phosphoenolpyruvate. Fosfoenolipyruvaatti. 
PEPCK Phosphoenolpyruvate carboxykinase. 
Fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasi. Anaerobisiin metaboliareaktioihin 
osallistuva entsyymi. 
PK Pyruvate kinase. Pyruvaattikinaasi. Glykolyysin viimeistä vaihetta 
katalysoiva entsyymi. 
SYKE Suomen ympäristökeskus. 
TNT Trinitrotolueeni. Vesiliukoinen räjähdysaine. 
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1 Johdanto 
Itämeri on yksi maailman suurimmista murtovesialueista. Se on pinta-alaltaan noin 420 
000 km2, ja sen valuma-alue lähes neljä kertaa suurempi. Suuren valuma-alueensa ja 
eristäytyneen sijaintinsa vuoksi Itämeren suolapitoisuus on matala, ja veden 
vaihtuminen tapahtuu hitaasti. Suolapitoisuus on suurinta meren länsiosissa, jossa 
meri yhtyy Pohjanmereen, sekä sen sisäosien syvimmissä kohdissa. Kolmannes 
Itämerestä on kuitenkin syvyydeltään vain alle 30 metriä. [1, s. 12.] Ominaisuuksiensa 
ansiosta Itämeri muodostaa ainutlaatuisen, mutta myös haavoittuvaisen ekosysteemin. 
Itämeren valuma-alueella asuu noin 85 miljoonaa ihmistä, jolloin ihmistoiminta asettaa 
suuren paineen meren hyvinvointia kohtaan. Huomionarvoisia Itämeren tilaan 
vaikuttavia tekijöitä on sekä luonnollisista että ihmisperäisistä syistä johtuva 
rehevöityminen, mutta myös täysin ihmistoiminnasta aiheutuva roskien ja haitallisten 
aineiden kulkeutuminen mereen. [1, s. 4–7.] Osa näistä haitallisista aineista pitää 
sisällään mereen upotettuja ensimmäisen ja toisen maailmansodan aikaisia räjähde- ja 
ammustarvikkeita. 
Tämän opinnäytetyön tarkoituksena oli ottaa käyttöön menetelmät kolmen eri 
metaboliaentsyymin aktiivisuuden määrittämiseksi trinitrotolueenille (TNT) altistettujen 
sinisimpukoiden lihasnäytteistä. Tuloksia lähestyttiin biomarkkeritutkimuksen 
näkökulmasta, ja työn tavoitteena oli myös arvioida TNT:n vaikutusta eliön aerobisen 
energia-aineenvaihdunnan säätelyyn. Työ tehtiin SYKEn merikeskuksessa Merien 
saastuminen -yksikössä. 
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2 Itämereen upotetut sotatarvikkeet ja taistelukemikaalit 
Toisen maailmansodan jälkeen Potsdamin konferenssissa Yhdysvallat, Neuvostoliitto 
ja Iso-Britannia päättivät sodan hävinneen Saksan demilitarisoinnista. Potsdamin 
sopimuksen seurauksena Saksan oli hankkiuduttava eroon suuresta määrästä 
ammuksia, räjähteitä sekä taistelukemikaaleja loppusijoittamalla näistä osa Itämereen. 
[2, s. 15.] Kokonaisuudessaan sotatarvikkeita takavarikoitiin Saksan alueelta lähes 
300 000 tonnia, mutta puutteellisen dokumentoinnin vuoksi tuhottujen, maalle 
säilöttyjen tai mereen upotettujen ammusten ja taistelukemikaalien määriä ei ole voitu 
eritellä tarkasti. [3, s. 9.] 
Arvioiden mukaan 50 000 tonnia ammus- ja räjähdetarvikkeita on upotettu eri puolille 
Itämerta. Määrän arvioidaan sisältäneen noin 15 000 tonnia taistelukemikaaleja, kuten 
sinappikaasua ja tabuunia. Suurin osa ammustarvikkeista on upotettu Bornholmin 
syvänteeseen ja sen lähiympäristöön, mutta muita upotuspaikkoja ovat Tanskan Vähä-
Belt, Gotlannin allas ja Gdanskin syvänne, joista viimeksi mainittu on toiminut 
epävirallisena upotuspaikkana. Osa hävitettävistä materiaaleista on tiedettävästi 
heitetty mereen jo laivareittien varrelle, kun alukset ovat olleet vielä matkalla 
varsinaisille upotuspaikoille. [2, s. 16.] Kuvassa 1 on esitetty merkittävimmät viralliset 
sekä epäviralliset upotuspaikat Itämerellä ja Pohjanmeren itäosissa. 
 
Kuva 1. Merkittävimmät sotatarvikkeiden upotuspaikat Itämerellä ja Pohjanmeren itäosassa. 
[2, s. 17.] Karttapohja on peräisin Google Maps -palvelusta. 
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Ammus- ja räjähdetarvikkeet sekä niiden sisältämät taistelukemikaalit vaihtelevat jonkin 
verran upotuspaikan mukaan. Bornholmin syvänteeseen on upotettu noin 90 % kaikista 
upotetuista taistelukemikaaleista, ja niistä suurin osa on sinappikaasua. Tanskan Vähä-
Beltin alueelle on upotettu noin 5 000 tonnia ammustarvikkeita, jotka sisälsivät arviolta 
750 tonnia taistelukemikaaleja. [2, s. 18.] Kaikki ammustarvikkeet sisälsivät myös 
räjähdysaineita, kuten TNT:tä, joten upottamisen seurauksena sitä päätyi mereen 
arviolta satoja tonneja. Mereen päätyneen TNT:n lopullista määrää on vaikea arvioida. 
Suomenlahti puolestaan oli toisen maailmansodan jälkeen raskaasti miinoitettu, ja 
lahden pohjalla makaa sotalaivojen ja sukellusveneiden hylkyjä, jotka sisältävät 
runsaasti ammuksia. Upotetuista ammuksista ja räjähtämättömistä miinoista tiedetään 
vapautuvan TNT:tä ympäristöön, minkä vuoksi TNT:n toksiset vaikutukset merieliöihin 
on kiinnostava tutkimuskohde myös Suomen merialueilla. 
TNT on vesiliukoinen räjähdysaine, jonka vaikutuksia merieliöiden hyvinvointiin on 
selvitetty suhteellisen vähän. TNT:tä vapautuu ympäristöön upotetuista 
ammustarvikkeista esimerkiksi korroosion seurauksena, kun ammusten tai niiden 
säilytystynnyreiden kuoret hapettuvat ja rikkoutuvat. [4, s. 117.] Tutkimuksissa on 
pystytty osoittamaan TNT:n myrkyllisyys useille eri merieliölajeille, joten veteen 
liukenevien räjähdysaineiden voidaan sanoa uhkaavan merieliöiden hyvinvointia. [5.] 
Simpukkatutkimuksissa on myös havaittu, että TNT ja erityisesti sen hajoamistuotteet 
kertyvät tehokkaasti simpukan kudoksiin, eli eliöt altistuvat sedimenttiin ja veteen 
liuenneelle räjähdysaineelle. [4, s. 118.] Kuvassa 2 on esitetty eräässä tutkimuksessa 
osoitettu TNT:n ja sen hajoamistuotteiden 2-aminodinitrotolueenin (2-ADNT) sekä 4-
aminodinitrotolueenin (4-ADNT) biokertyminen sinisimpukoissa. 
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Kuva 2. TNT:n ja sen hajoamistuotteiden biokertyminen simpukoissa (Mytilus edulis) 
sedimentissä ja vesikerroksessa. [4, s. 121.] 
Kuvassa on esitetty TNT:n ja sen hajoamistuotteiden kertyminen simpukoihin eri 
syvyyksissä, sedimentissä (0 m) sekä vesikerroksessa (1 m pohjasta). Kuvasta 
voidaan nähdä TNT:n hajoamistuotteiden kertyminen simpukoihin sedimentissä, sillä 2-
ADNT- ja 4-ADNT-pitoisuudet ovat huomattavasti lähtöaineen pitoisuutta korkeammat. 
Vesikerroksessa simpukoihin on kertynyt vain hajoamistuotetta (4-ADNT:tä), mikä 
kertoo siitä, että TNT kertyy eliöihin tehokkaammin sedimentin välityksellä. 
Lisää tutkimusta tarvitaan, jotta voidaan ymmärtää paremmin räjähdysaineiden 
vaikutuksia eliöiden hyvinvointiin yksilö-, populaatio- sekä ekosysteemitasolla niiden 
luonnollisessa elinympäristössä. 
3 Itämeren sinisimpukka (Mytilus trossulus) 
Itämeren sinisimpukkaa (Kuva 3) on pidetty alkujaan Mytilus-suvun M. trossulus ja M. 
edulis -lajien risteymänä, mutta nykyään laji edustaa alueellisesti yhtenäistä, sekä 
maantieteellisesti suhteellisen homogeenistä geenipoolia. Itämeren ja Pohjanmeren 
simpukkapopulaatioiden DNA-markkeri- ja allotsyymitutkimuksen perusteella on 
havaittu, että esimerkiksi Suomenlahden ja Baltian alueilla esiintyvät 
sinisimpukkapopulaatiot edustavat genotyypiltään puhdasta M. trossulusta.  [6, s. 821, 
823.] Sinisimpukka kasvaa Itämeressä noin 1–4 cm:n mittaiseksi, ja se voi elää jopa 15 
vuotta. Ravinnokseen sinisimpukka käyttää pääasiassa kasviplanktonia. 
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Kuva 3. Itämeren sinisimpukka (M. trossulus). Kuvassa näkyy simpukan putkimainen sifoni, eli 
hengitysputki. [7.] 
Mytilus-suvun simpukkalajeja on tutkittu paljon ympäristötieteiden alalla, ja niitä 
pidetäänkin yleisesti merkittävinä malliorganismeina ja bioindikaattorilajeina 
tutkittaessa meriekosysteemien hyvinvointia. Pitkäikäinen sinisimpukka suodattaa 
vuosittain huomattavan määrän merivettä kidustensa läpi, jolloin erilaisten haitallisten 
aineiden kertyminen eliön kudoksiin on todennäköistä. Sinisimpukka toimii myös 
tärkeänä ravinnonlähteenä monille petokaloille ja merilinnuille, minkä vuoksi se on 
tärkeä laji tutkittaessa haitallisten aineiden siirtymistä ja rikastumista ravintoketjussa. 
[8, s. 27.] 
4 Energiatasapainon vaikutus eliön stressinsietokykyyn 
Energia-aineenvaihdunnan säätely vaikuttaa keskeisesti eliön kykyyn sietää 
ympäristöperäisiä stressitekijöitä, kuten lämpötilan ja happipitoisuuden vaihtelua, 
ravinnonpuutetta, tauteja tai altistumista haitallisille aineille. Vastavuoroisesti 
ympäristöperäinen stressi vaikuttaa eliön energiatasapainoon, kun ylimääräistä 
energiaa kuluu stressistä toipumiseen ja homeostaasin ylläpitämiseen. [9, s. 1–2.] 
Energiatasapainon ja stressin voimakkuuden välistä suhdetta on tarkasteltu Hans-Otto 
Pörtnerin esittämässä mallissa oxygen- and capacity-limitation of thermal tolerance 
(OCLTT) [10.] Mallin mukaan eliön kyky ylläpitää aerobista energia-aineenvaihduntaa 
toimii kriteerinä, joka erottaa eliön kokeman kohtuullisen ja äärimmäisen 
ympäristöperäisen stressin toisistaan. 
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Optimaalisella tasolla aerobinen energiantuotanto kattaa peruselintoimintoihin ja 
homeostaasin ylläpitämiseen tarvittavan energian lisäksi energian, jonka eliö käyttää 
esimerkiksi kasvuun ja lisääntymiseen. Eliön kohdatessa kohtuullista stressiä sen 
energiantarve homeostaasin ylläpitämiseksi kasvaa, jolloin aerobinen energiantuotanto 
kiihtyy, ja eliö voi joutua käyttämään varastoituja lipidejä, hiilihydraatteja ja proteiineja 
riittävän energiansaannin turvaamiseksi. Tällöin kasvuun ja lisääntymiseen 
käytettävissä olevan energian määrä vähenee. Kohdatessaan äärimmäistä stressiä 
aerobinen energiantuotanto ei enää riitä stressin vaikutusten torjuntaan ja 
homeostaasin ylläpitämiseen, jolloin eliö siirtyy hyödyntämään anaerobisia 
metaboliareittejä. [9, s. 3.] 
5 Biomarkkerit 
Alkujaan lääketieteestä peräisin olevalla termillä ”biomarkkeri” tarkoitetaan jotakin 
mitattavissa olevaa ominaisuutta, esimerkiksi solu- tai molekyylitasolla ilmenevää 
fysiologista tai biokemiallista muutosta. Havaitut muutokset voivat indikoida altistumista 
haitalliselle yhdisteelle, antaa tietoa aineen vaikutuksista eliön normaaleihin 
toimintoihin, tai kertoa eliön yleisestä herkkyydestä reagoida ympäristössä tapahtuviin 
muutoksiin. [11, s. 3.] 
Yksi tunnetuimmista ekotoksikologiassa tutkituista biomarkkereista lienee 
hyönteismyrkky DDT:n aiheuttamat vaikutukset petolintujen pesintöjen 
epäonnistumiseen. Emolintujen altistuminen DDT:lle johti linnunmunien kuorirakenteen 
ohenemiseen, jolloin kehittyvä alkio altistui herkemmin erilaisia kehityshäiriöitä 
aiheuttaville tekijöille. Useissa tapauksissa pesinnät epäonnistuivat täysin, mikä 
pienensi lintupopulaatioiden kokoa huomattavasti. [8, s. 17.] Esimerkissä esitetyssä 
tapauksessa biomarkkeri, eli munankuoren oheneminen voitiin yhdistää suoraan 
tiettyyn haitalliseen aineeseen, mutta tavallisemmin biomarkkerit eivät välttämättä ole 
tietyille vaikuttaville aineille spesifejä, vaan ilmentävät enemmänkin eliön yleisten 
stressimekanismien aktivoitumista. 
Biomarkkeritutkimukseen liittyy myös haasteita, sillä mitattavaan vasteeseen 
vaikuttavat olennaisesti eliöyksilöiden väliset fysiologiset erot. Tällöin ulkoisesti 
samanlaisista, samoissa olosuhteissa eläneistä eliöistä voidaan saada keskenään 
hyvinkin vaihtelevia tutkimustuloksia. Myös ympäristötekijät kuten ravinnon saatavuus, 
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vuodenaika, veden lämpötila ja suolapitoisuus vaikuttavat erilaisten biologisten 
vasteiden ilmenemiseen. [12, s. 57.] 
Biomarkkereina voidaan tutkia sinisimpukan aerobisessa energia-aineenvaihdunnassa 
tapahtuvia muutoksia haitalliselle aineelle altistumisen seurauksena. Muutoksia 
voidaan tutkia esimerkiksi metaboliaentsyymien aktiivisuutta mittaamalla. Haitalliselle 
aineelle altistuminen voi vaikuttaa suuresti eliön kykyyn ylläpitää normaalia 
homeostaasia, kun energiaa kuluu stressitekijästä aiheutuvien vaikutuksien 
hallitsemiseen ja haittojen vähentämiseen. [13, s. 100.] Aiemmissa tutkimuksissa on 
raportoitu muutoksia sinisimpukoiden energiametaboliaentsyymien toiminnassa, kun 
simpukat olivat altistuneet erilaisille stressitekijöille, kuten lämpötilan vaihtelulle ja 
haitallisille aineille. [20; 23.] 
5.1 Pyruvaattikinaasi 
Pyruvaattikinaasi (PK) on glykolyysiin osallistuva entsyymi. Entsyymin rakenne on 
esitetty kuvassa 4. 
 
Kuva 4. 3D-mallinnettu kuva pyruvaattikinaasista, joka on peräisin tyynenmerenosterista 
(Crassostrea gigas). [14.] 
Pyruvaattikinaasi osallistuu glykolyysin viimeiseen vaiheeseen katalysoimalla reaktiota, 
jossa fosfoenolipyruvaatti (PEP) muunnetaan pyruvaatiksi ja ATP-molekyyliksi. 
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Reaktiossa tuotetaan energiaa Krebsin sykliä, eli sitruunahappokiertoa varten. [15, s. 
88.] Reaktio on esitetty alla reaktioyhtälössä: 
𝑃𝐸𝑃 +  𝐴𝐷𝑃 ⇄  𝑃𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑎𝑡𝑡𝑖 +  𝐴𝑇𝑃  
Vähähappisissa (hypoksia) tai täysin hapettomissa (anoksia) olosuhteissa PK:n 
toiminta estyy, jolloin metaboliareaktio vaihtuu anaerobiseksi ja entsyymi korvautuu 
fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasilla (PEPCK). [16, s. 372.] Aerobisen ja anaerobisen 
energiantuotannon välillä tapahtuvan siirtymän mekanismeja meriselkärangattomissa 
on selvitetty tutkimalla muun muassa ostereita, ja PK:n sekä PEPCK:n aktiivisuuksien 
suhteen muutosta on pidetty indikaattorina tästä aineenvaihdunnassa tapahtuvasta 
siirtymästä. [15, s. 88.] 
5.2 Fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasi 
Fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasi (PEPCK) on lyaaseihin lukeutuva entsyymi, joka 
osallistuu glukoneogeneesiin. Entsyymistä esiintyy kaksi muotoa, joista toinen toimii 
solun mitokondriossa ja toinen solun sytosolissa. [16, s. 372.] Entsyymin rakenne on 
esitetty kuvassa 5. 
 
Kuva 5. 3D-mallinnettu kuva PEPCK:n rakenteesta. Kuvan entsyymi on peräisin 
välimerensinisimpukasta (Mytilus galloprovincialis). [17.] 
PEPCK osallistuu glukoneogeneesiin sekä anaerobisiin metaboliareitteihin 
katalysoimalla reversiibeliä reaktiota, jossa oksaaliasetaatti dekarboksyloidaan 
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PEP:ksi. Hypoksisissa tai anoksisissa olosuhteissa reaktio on käänteinen, jolloin 
PEPCK muuntaa PEP-molekyylin oksaaliasetaatiksi. [18, s. 127.] Oksaaliasetaatin 
dekarboksylaatio on esitetty alla reaktioyhtälössä: 
𝑂𝑘𝑠𝑎𝑎𝑙𝑖𝑎𝑠𝑒𝑡𝑎𝑎𝑡𝑡𝑖 +  𝐺𝑇𝑃 ⇄  𝑃𝐸𝑃 +  𝐺𝐷𝑃 +  𝐶𝑂2  
Käänteisessä reaktiossa muodostunut oksaaliasetaatti pelkistyy solun mitokondriossa 
malaatiksi. Malaatti kuljetetaan mitokondriosta solun sytoplasmaan, jossa se hapettuu 
takaisin oksaaliasetaatiksi. Reaktioketju säätelee solun normaalia hapetus-
pelkistystasapainoa. [19, s. 381–382.] Eräässä tutkimuksessa osoitettiin PEPCK:n 
aktiivisuuden kasvavan sinisimpukoilla, jotka kokivat veden lämpötilavaihteluista 
aiheutuvaa stressiä. [20.] 
5.3 Oktopiinidehydrogenaasi 
Oktopiinidehydrogenaasi (ODH) on opiinidehydrogenaasien ryhmään lukeutuva 
entsyymi, joka esiintyy tavallisesti monilla meriselkärangattomilla. Selkärangattomien 
opiinidehydrogenaasit ovat kooltaan tyypillisesti 40–45 kDa, ja niillä on tärkeä rooli 
näiden eliöiden anaerobisessa energia-aineenvaihdunnassa. [21, s. 6330.] ODH:n 
rakenne on esitetty kuvassa 6. 
 
Kuva 6. 3D-mallinnettu kuva ODH:n rakenteesta. Kuvan entsyymi on peräisin sinisimpukasta 
(Mytilus trossulus). [22.] 
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ODH vastaa toiminnaltaan selkärankaisten laktaattidehydrogenaasia, jonka päätehtävä 
on toimia anaerobisen glykolyysin pääte-entsyyminä. ODH:n tehtävänä on säilyttää 
kudoksen hapetus-pelkistystasapaino eliön kohdatessa väliaikaista hapenpuutetta. 
Tasapaino saavutetaan pelkistämällä soluliman NADH:ta NAD+:ksi. Mekanismi on 
elintärkeä erityisesti vuorovesialueilla eläville merieliöille, kuten simpukoille, jotka 
altistuvat säännöllisesti elinympäristönsä happipitoisuuden vaihtelulle. [23, s. 1231.] 
Oktopiinidehydrogenaasi katalysoi kondensaatioreaktiota, jossa pyruvaatti ja arginiini 
muuttuvat oktopiiniksi ja vedeksi. Pelkistymiseen tarvittava elektroni saadaan 
NADH:sta, joka elektronin luovutettuaan pelkistyy NAD+:ksi alla esitetyn reaktioyhtälön 
mukaan: 
𝑃𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑎𝑡𝑡𝑖 +  𝐴𝑟𝑔𝑖𝑛𝑖𝑖𝑛𝑖 +  𝑁𝐴𝐷𝐻 ⇄  𝑂𝑘𝑡𝑜𝑝𝑖𝑖𝑛𝑖 +  𝑁𝐴𝐷 + + 𝐻2𝑂  
6 Materiaalit ja menetelmät 
Tämän opinnäytetyön tavoitteena oli tutkia TNT:n vaikutusta sinisimpukan 
metaboliaentsyymien aktiivisuuteen. Tässä työssä tutkitut simpukat oli altistettu TNT:lle 
laboratorio-olosuhteissa kahdessa eri altistuskokeessa, joissa TNT-pitoisuudet 
vaihtelivat. Tutkimuksessa oltiin myös kiinnostuneita siitä, näkyykö simpukan 
metabolianetsyymiaktiivisuuksissa eroja tilanteissa, joissa simpukka on joutunut 
sulkemaan kuorensa (korkeat pitoisuudet), verrattuna tilanteisiin, joissa simpukat 
pitävät kuorensa auki (matalat pitoisuudet). Sulkiessaan kuorensa simpukat turvautuvat 
anaerobisiin metaboliareitteihin, mutta ei kuitenkaan ole tiedossa, kuinka nopeasti 
mahdolliset muutokset metaboliaentsyymien aktiivisuudessa ilmenisivät. ODH-
aktiivisuusanalyyseissä otoskoko oli 12 simpukkayksilöä, ja PK- sekä PEPCK-
analyyseissä otoskoko oli 6 simpukkayksilöä. 
Sinisimpukat altistettiin TNT:lle kahdessa laboratorio-olosuhteissa suoritetussa 
altistuskokeessa marraskuussa 2017 ja tammikuussa 2018. Ensimmäisessä, akuutin 
toksisuuden altistuskokeessa tutkittiin lyhytaikaista altistumista korkeille TNT-
pitoisuuksille. Akuutti altistuskoe (Acute Toxicity, AT) kesti 96 tuntia. Taulukossa 1 on 
esitetty TNT-pitoisuus näytekäsittelyä kohti. 
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Taulukko 1. Acute Toxicity -altistuskokeessa käytetyt TNT-pitoisuudet. 
Näytekäsittely TNT-pitoisuus (mg/l) 
K0 0 
K1 0,31 
K2 0,62 
K3 1,25 
K4 2,5 
K5 5 
K6 10 
Kroonisen toksisuuden altistuskokeessa (Chronic Toxicity, CT) haluttiin selvittää pitkän 
aikavälin ja matalan TNT-pitoisuuden vaikutuksia sinisimpukoiden kokemaan stressiin. 
Kokeen kesto oli 21 vuorokautta. Taulukossa 2 on esitetty TNT-pitoisuus 
näytekäsittelyä kohti. 
Taulukko 2. Chronic Toxicity -kokeessa käytetyt TNT-pitoisuudet. 
Näytekäsittely TNT-pitoisuus (mg/l) 
K0 0 
K1 0,31 
K2 0,62 
K3 1,25 
K4 2,5 
Altistuskokeiden jälkeen simpukat preparoitiin, ja eri analyysejä varten valitut 
kudosnäytteet säilöttiin -80 ˚C:n lämpötilaan. Tämän opinnäytetyön analyysejä varten 
käytettiin pakastettuja lihasnäytteitä. Opinnäytetyön kokeellisen osuuden aikana 
suoritetut työvaiheet on esitetty virtauskaaviona kuvassa 7. 
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Kuva 7. Työn vaiheet virtauskaaviona esitettynä. Lihasnäytteiden homogenisoinnin jälkeen 
näytteistä mitattiin totaaliproteiinipitoisuus, minkä jälkeen määritettiin 
entsyymiaktiivisuus kolmen eri entsyymin osalta. Tilastollinen analyysi suoritettiin R-
analyysiohjelmalla käyttämällä yhden muuttujan varianssianalyysiä (ANOVA) ja Tukey 
HSD post-hoc-testiä. 
6.1 Näytteiden homogenisointi 
Sinisimpukan lihaspalat punnittiin, ja noin 140–200 mg näytettä siirrettiin 2 ml:n 
näyteputkeen. Näytepalan tarkka massa kirjattiin ylös. Homogenisointia varten 2 ml:n 
näyteputkeen lisättiin homogenisointipuskuria (10 mM Tris-HCl, 5 mM Na2EDTA, 1 mM 
DTT, 0,1 mM PMS; pH 7,2) kolminkertainen määrä (µl) näytepalan massaan nähden. 
Puskurin lisäämisen jälkeen lihasnäytteet homogenisoitiin mekaanisesti metallikuulien 
avulla käyttämällä homogenisaattoria (Tissue Lyser II, QIAGEN). 
Homogenisointiprotokollaan sisältyi ravistelu 45 s:n ajan 30 1/s:n taajuudella. Ravistelu 
toistettiin kahdesti. 
Homogenisoinnin jälkeen metallikuulat poistettiin, ja näyteputket sentrifugoitiin 16 000 
G:n voimalla 25 minuutin ajan 4 ˚C:ssa. Sentrifugoinnin jälkeen supernatantti kerättiin 
talteen ja jaettiin neljään eri putkeen jatkoanalyysejä varten. Homogenaattinäytteet 
säilytettiin -70 ˚C:ssa. 
• Näytteiden 
homogenisointi
Näytteen-
käsittely
• Totaaliproteiini-
pitoisuuden 
määrittäminen
• BioRad Protein 
Assay Kit
Proteiini-
pitoisuuden
määrittäminen • Spektrofotometriset 
mittaukset
• Aktiivisuuksien 
laskeminen
Entsyymi-
aktiivisuuden 
määrittäminen
• ANOVA
• Tukey HSD post-
hoc
Tilastollinen 
analyysi
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6.2 Totaaliproteiinipitoisuuden määrittäminen 
Sinisimpukan lihasnäytteiden totaaliproteiinipitoisuus määritettiin 
homogenaattinäytteistä Bradfordin menetelmään perustuvalla kaupallisella kitillä 
(Protein Assay, BioRad, Yhdysvallat). [24.] Proteiinipitoisuuden määrittämisessä 
standardina käytettiin BSA-standardiliuoksia. 
6.3 ODH-aktiivisuuden määrittäminen 
Jokaista työkertaa varten valmistettiin tuoreet NADH-, arginiini- ja pyruvaattityöliuokset. 
Työssä käytetyt reagenssit, yhteen reaktioon tarvittavat tilavuudet, sekä reagenssien 
loppukonsentraatiot on esitetty taulukossa 3. 
Taulukko 3. ODH-mittauksissa yhteen reaktioon käytetyt reagenssimäärät ja reaktioiden 
loppukonsentraatiot. Blank-kaivoihin pipetoitiin näytteen sijasta imidatsoli-HCl-
puskuria. 
Liuos Blank Näytekaivo Lopullinen 
konsentraatio  
Imidatsoli-HCl-puskuri 
(100 mM)  
70 µl 50 µl 100 mM 
Näyte - 20 µl 0,2 (tilavuusfraktio) 
NADH (3 mM) 3 µl 3 µl 0,1 mM 
Arginiini (50 mM) 10 µl 10 µl 5 mM 
Pyruvaatti (20 mM) 10 µl 10 µl 2 mM 
Näytteet pipetoitiin jäillä half-area-levylle pipetointikaavion mukaisesti neljänä 
replikaattina. Puskuriliuoksen, NADH-liuoksen ja arginiiniliuosten lisäämisen jälkeen 
levyä inkuboitiin ravistelussa 25 ˚C:n lämpötilassa 10 minuutin ajan. Inkuboinnin 
jälkeen näytekuoppiin lisättiin pyruvaattiliuos monikanavapipetillä, ja mittaus aloitettiin 
heti lisäyksen jälkeen. Absorbanssi mitattiin spektrofotometrillä (Infinite 200 PRO, 
Tecan) aallonpituudella 340 nm 30 s:n välein 7 minuutin ajan. 
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6.4 PEPCK-aktiivisuuden määrittäminen 
PEPCK-aktiivisuus määritettiin käyttämällä kaupallista tuotetta (Phosphoenolpyruvate 
Carboxykinase Activity Assay Kit, BioVision Incorporated, Yhdysvallat). Menetelmää 
sovellettiin käytettäväksi half-area-kuoppalevyformaatilla, jolloin analyyseissä käytettiin 
valmistajan ohjeesta poiketen kaksi kertaa pienempiä reaktiotilavuuksia ja 
reagenssimääriä. 
Entsyymin aktiivisuus määritettiin mittaamalla reaktiossa syntyvä pyruvaatin määrä, 
mikä määritettiin pyruvaattistandardiliuosten avulla. Standardiliuokset pipetoitiin 
jokaiselle analysoitavalle kuoppalevylle, jolloin kaikille eri ajoille saatiin omat 
standardisuorat. Absorbanssi mitattiin aallonpituudella 570 nm 37 ˚C:n lämpötilassa 30 
s:n välein 30 minuutin ajan. Taustakohinan vaikutus mittaustuloksiin huomioitiin 
vähentämällä 0-standardin absorbanssien keskiarvo kaikista mitatuista 
absorbanssiarvoista. 
6.5 PK-aktiivisuuden määrittäminen 
PK-aktiivisuuden määrittäminen suoritettiin kaupallisella tuotteella (Pyruvate Kinase 
Activity Assay Kit, Sigma Aldrich, Yhdysvallat). Menetelmää sovellettiin käytettäväksi 
half-area-kuoppalevyformaatilla, jolloin analyyseissä käytettiin valmistajan ohjeesta 
poiketen kaksi kertaa pienempää reaktiotilavuutta. 
Työohjetta soveltamalla valmistettiin erilliset reaktioliuokset näytteille ja nollanäytteille. 
Nollanäytteiden reaktioliuoksesta jätettiin pois substraatti, jolloin haluttua reaktiota ei 
päässyt tapahtumaan. Nollanäytteistä mitattuja absorbansseja käytettiin myöhemmin 
taustasignaalin vähentämiseksi tuloksista. Nollanäytteenä käytettiin poolattua näytettä, 
mikä valmistettiin pipetoimalla 5 µl jokaista analysoitavaa näytettä yhteen 
näyteputkeen. 
Näytteiden absorbanssi mitattiin 25 ˚C:ssa aallonpituudella 570 nm minuutin välein, 
kunnes aktiivisimman näytteen absorbanssiarvo ylitti vahvimman standardiliuoksen 
absorbanssiarvon. 
15 
 
 
6.6 Tilastolliset menetelmät 
Tulosten tilastollisessa analyysissä hyödynnettiin yksisuuntaista varianssianalyysiä 
(yksisuuntainen ANOVA). Analyysin avulla haluttiin selvittää, löytyikö tuloksista 
tilastollisesti merkitseviä eroja näytekäsittelyjen välillä, kun muuttujana oli TNT-
pitoisuus. ANOVAa täydennettiin post hoc -testillä, jotta aineistosta voitiin tunnistaa 
kontrollikäsittelyistä tilastollisesti merkitsevästi eroavat käsittelyt. Tilastolliset testit 
suoritettiin käyttämällä RStudio-analyysiohjelmaa (versio 1.2.1335). 
7 Tulokset ja tilastollinen analyysi 
7.1 Akuutti toksisuus 
Näytteiden entsyymiaktiivisuus laskettiin kaavassa 1 esitetyn yhtälön mukaan: 
𝐸𝑛𝑡𝑠𝑦𝑦𝑚𝑖𝑎𝑘𝑡𝑖𝑖𝑣𝑖𝑠𝑢𝑢𝑠 =
𝑂𝐷/𝑚𝑖𝑛
𝜀𝑁𝐴𝐷𝐻∙𝑉∙𝑣𝑎𝑙𝑜𝑡𝑖𝑒𝑛 𝑝𝑖𝑡𝑢𝑢𝑠
= 𝑛𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑖𝑛−1 𝑚𝑙−1  (1) 
𝜀𝑁𝐴𝐷𝐻 = 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑘𝑒𝑟𝑟𝑜𝑖𝑛 = 6,2 𝑚𝑀
−1 𝑐𝑚−1 
𝑉 = 𝑛ä𝑦𝑡𝑡𝑒𝑒𝑛 𝑡𝑖𝑙𝑎𝑣𝑢𝑢𝑠 (𝑚𝑙) 
𝑣𝑎𝑙𝑜𝑡𝑖𝑒𝑛 𝑝𝑖𝑡𝑢𝑢𝑠 = 0,289 𝑐𝑚 
Yksi mU on se määrä entsyymiä, mikä katalysoi reaktion jossa 1 µmol substraattia 
muunnetaan tuotteeksi yhdessä minuutissa (nmol min-1 ml-1). Saatu entsyymiaktiivisuus 
(mU/ml) jaettiin aiemmin määritetyllä näytekohtaisella proteiinipitoisuudella (mg/ml), 
jolloin lopulliset tulokset saatiin yksikössä mU/mg proteiinia. 
Akuutin altistuskokeen osalta määritetyt entsyymiaktiivisuustulokset on esitetty 
pylväsdiagrammeina kuvissa 8, 9 ja 10. 
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Kuva 8. ODH-aktiivisuuksien keskiarvot ja keskihajonnat eri näytekäsittelyissä. 
Kontrollikäsittelyssä ODH-aktiivisuus on alle 2 mU/mg proteiinia. TNT-pitoisuuden 
kasvaessa ODH-aktiivisuus kasvaa yli kontrolliaktiivisuuden, mutta pitoisuudessa 1,25 
mg/ml aktiivisuus palautuu lähelle kontrollitasoa. Viimeisissä käsittelyissä aktiivisuus 
kasvaa jälleen yli kontrollikäsittelyn aktiivisuuden. 
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Kuva 9. PEPCK-aktiivisuuksien keskiarvot ja keskihajonnat eri näytekäsittelyissä. 
AT-näytesarjassa kontrollikäsittelyssä PEPCK-aktiivisuus on hieman alle 150 mU/mg. 
TNT-pitoisuuden kasvaessa myös PEPCK-aktiivisuus kasvaa kontrollikäsittelyyn 
verrattaessa. Korkein PEPCK-aktiivisuus on mitattu käsittelystä K5 (5 mg/l). 
 
Kuva 10. PK-aktiivisuuksien keskiarvot ja keskihajonnat eri näytekäsittelyissä. *Pitoisuudessa 
0,31 mg/l tulos perustuu vain yhdestä replikaatista saatuun aktiivisuustulokseen. 
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Kontrollikäsittelyssä PK-aktiivisuus on noin 400 mU/mg. Aktiivisuus kasvaa TNT-
pitoisuuden kasvaessa, mutta käsittelyssä 3 (1,25 mg/l) aktiivisuus palautuu lähelle 
kontrolliaktiivisuutta. Entsyymiaktiivisuus on korkeimmillaan TNT-pitoisuudessa 5 mg/l. 
Käsittelyjen välisten erojen tilastollinen merkitsevyys määritettiin statistiikkaohjelma 
RStudiolla. Varianssianalyysillä ja post-hoc-testillä määritetyt tulosten tilastolliset 
merkitsevyyserot on esitetty taulukossa 4. 
Taulukko 4. Käsittelyjen välisten erojen tilastollinen merkitsevyys akuutissa altistuskokeessa. 
Ero kontrollikäsittelyyn on tilastollisesti merkitsevä, jos p-arvo < 0,05. 
Näytekäsittely ODH 
p-arvo 
PEPCK 
p-arvo 
 
PK 
p-arvo 
AT K1 (0,31 mg/l) 0,2344 0,0000132 1,000 
AT K2 (0,62 mg/l) 0,2230 0,0082914 
 
0,037 
AT K3 (1,25 mg/l) 0,8737 0,0017305 0,991 
AT K4 (2,5 mg/l) 0,1585 0,0057435 0,070 
AT K5 (5 mg/l) 0,2121 0,0000005 0,051 
AT K6 (10 mg/l) 0,5196 0,0001054 0,224 
 
ODH-aktiivisuuksien osalta ei havaittu tilastollisia merkitsevyyseroja eri 
näytekäsittelyjen välillä. PEPCK-aktiivisuudet puolestaan erosivat kontrollikäsittelystä 
tilastollisesti merkitsevästi. Käsittelyssä 2 (0,62 mg/l) PK-aktiivisuus erosi tilastollisesti 
merkitsevästi kontrollikäsittelystä, ja käsittely 5:stä mitattu aktiivisuus on lähellä 
merkitsevyyden rajaa (p = 0,051). 
7.2 Krooninen toksisuus 
Kroonisessa altistuskokeessa määritetyt entsyymiaktiivisuudet jokaisen entsyymin 
osalta on esitetty alla kuvissa 11, 12 ja 13. 
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Kuva 11. ODH-aktiivisuus kroonisessa altistuksessa. Pylväsdiagrammissa on esitetty eri 
näytekäsittyistä lasketut tulosten keskiarvot ja keskihajonnat. 
Kontrollikäsittelyssä (K0) ODH-aktiivisuuden keskiarvo on noin 2,8 mU/mg proteiinia. 
Pitoisuudessa 0,31 mg/l entsyymin aktiivisuus laskee, jolloin kyseisessä käsittelyssä 
aktiivisuuden keskiarvo on noin 2,05 mU/mg. Pitoisuudessa 0,62 mg/l ODH-aktiivisuus 
palautuu kontrollikäsittelyn tasolle, ja pitoisuudessa 2,5 mg/l entsyymin aktiivisuus 
nousee hieman yli kontrolliaktiivisuuden. Pitoisuuksissa 1,25 mg/l ja 2,5 mg/l 
keskihajonta on runsainta. 
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Kuva 12. PEPCK-aktiivisuuksien keskiarvot ja keskihajonnat. 
PEPCK-aktiivisuus kontrollikäsittelyssä on noin 300 mU/mg. TNT-pitoisuuden 
kasvaessa PEPCK-aktiivisuus lähtee laskuun. Käsittelyssä 3 (1,25 mg/l) aktiivisuus 
kasvaa yli 250 mU/mg:n, ja viimeisessä näytekäsittelyssä entsyymiaktiivisuus jälleen 
laskee, jolloin aktiivisuus on noin 200 mU/mg. 
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Kuva 13. PK-aktiivisuuksien keskiarvot ja keskihajonnat eri näytekäsittelyissä kroonisessa 
altistuskokeessa. 
Kontrollikäsittelyssä PK:n aktiivisuus on noin 500 mU/mg. TNT-pitoisuuden kasvaessa 
aktiivisuus laskee kontrollikäsittelyyn verrattaessa, ja matalimmillaan 
entsyymiaktiivisuus on TNT-pitoisuudessa 2,5 mg/l. 
Käsittelyjen välisten erojen tilastollinen merkitsevyys on esitetty taulukossa 5. 
Taulukko 5. Tilastoanalyysin tulokset kroonisessa altistuskokeessa. Ero kontrollikäsittelyyn on 
tilastollisesti merkitsevä, jos p-arvo < 0,05. 
Näytekäsittely ODH 
p-arvo 
PEPCK 
p-arvo 
PK 
p-arvo 
CT K1 (0,31 mg/l) 0,0915 0,000018 0,118 
CT K2 (0,62 mg/l) 0,9838 0,0000018 0,564 
CT K3 (1,25 mg/l) 0,9959 0,0125 0,940 
CT K4 (2,5 mg/l) 0,8480 0,0000016 0,670 
ODH-aktiivisuuksissa ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. PEPCK-aktiivisuudet 
erosivat tilastollisesti merkitsevästi kontrollikäsittelystä PEPCK:n osalta. PK-
aktiivisuudet eivät eronneet tilastollisesti merkitsevästi. 
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7.3 PK/PEPCK-suhde 
Laskemalla PK- ja PEPCK-aktiivisuuksien välinen suhdeluku voidaan havainnollistaa 
aerobisen ja anaerobisen aineenvaihdunnan määrän suhteelliset osuudet eliön 
energiantuotannossa. Suhdeluvussa havaittu muutos indikoi eliön energia-
aineenvaihdunnassa tapahtuvaa muutosta. Esimerkiksi, jos suhdeluku laskee, 
anaerobisen metabolian osuus suhteessa aerobiseen aineenvaihduntaan kasvaa, mikä 
taas saattaa kertoa eliön kokeman stressitason noususta. 
Tässä työssä käytetyt menetelmät eivät olleet täysin yhteensopivat todellisen 
PK/PEPCK-suhdeluvu laskemiseksi, sillä menetelmien reaktiolämpötilat poikkesivat 
toisistaan. PEPCK-aktiivisuudet mitattiin korkeammassa lämpötilassa, ja teoriassa 
lämpötilan kasvaessa myös entsyymiaktiivisuus kasvaa. Tulokset eivät siis ole täysin 
vertailukelposet keskenään. Kuvissa 14 ja 15 on kuitenkin havainnollistettu, kuinka 
sinisimpukoiden anaerobisen ja aerobisen energia-aineenvaihdunnan välinen suhde 
muuttui eri TNT-pitoisuuksissa. 
 
Kuva 14. PK/PEPCK-suhde kroonisessa altistuskokeessa. 
Pylväsdiagrammista voidaan nähdä, kuinka aerobisen aineenvaihdunnan osuus (PK) 
suhteessa anaerobiseen aineenvaihduntaan (PEPCK) kasvaa hieman kontrollitasosta 
TNT-pitoisuuden kasvaessa. Suhdeluku putoaa lähelle kontrollitasoa, mikä kertoo 
anaerobisen energia-aineenvaihdunnan osuuden kasvusta TNT-pitoisuudessa 1,25 
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mg/l. Kuvaajaa tarkasteltaessa tulee kuitenkin huomioida, ettei suhdeluvun taso ole 
välttämättä oikea. Mittausolosuhteista johtuen PEPCK-aktiivisuuden osuus voi olla 
todellista aktiivisuutta suurempi. 
 
Kuva 15. PK/PEPCK-suhde akuutissa altistuskokeessa. *Tulos pitoisuudessa 0,31 mg/l 
perustuu vain yhdestä replikaatista määritettyyn aktiivisuustulokseen. 
Pylväsdiagrammista voidaan nähdä, että TNT-pitoisuuksissa 0,31 mg/l ja 0,62 mg/l 
suhdeluku kasvaa, eli aerobisen energia-aineenvaihdunnan osuus lisääntyy. Tämän 
jälkeen suhdeluku kääntyy laskuun, eli anaerobisen energia-aineenvaihdunnan osuus 
kasvaa. Kuvaajaa tarkasteltaessa tulee kuitenkin huomioida, ettei suhdeluvun taso ole 
välttämättä oikea erilaisten mittausolosuhteiden vuoksi. 
Toisistaan poikkeavien mittausolosuhteiden vuoksi käsittelyjen välisiä 
merkitsevyyseroja ei tässä tapauksessa määritetty tilastollisten testien avulla. 
8 Yhteenveto ja johtopäätökset 
ODH-aktiivisuustuloksissa ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja kontrolli- ja 
näytekäsittelyjen välillä. PK-aktiivisuuksien osalta tilastollisesti merkitsevästi 
kontrollitasosta erosi vain akuutin altistuskokeen käsittely 2, jossa TNT-pitoisuus oli 
0,62 mg/l. PEPCK-aktiivisuuksissa tulokset erosivat kontrollikäsittelyistä tilastollisesti 
merkitsevästi molemmissa altistuskokeissa kaikkien näytekäsittelyjen osalta. Akuutissa 
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altistuskokeessa PEPCK-aktiivisuus kasvoi kontrollitasosta, mikä kertoo anaerobisen 
energia-aineenvaihdunnan lisääntymisestä ja voi indikoida eliön stressimekanismien 
aktivoitumista. Kroonisessa altistuskokeessa entsyymiaktiivisuus laski kontrollitasosta. 
Kaiken kaikkiaan havaitut erot metabolianetsyymien aktiivisuuksissa olivat vähäisiä, 
eivätkä tutkimushypoteesin mukaiset odotukset täyttyneet. Akuutissa altistuskokeessa 
TNT-pitoisuuden noustua pisteeseen 1,25 mg/l suurin osa simpukoista reagoi 
sulkemalla kuorensa, jolloin eliöt eivät välttämättä ole altistuneet kaikelle veteen 
lisätylle TNT:lle. Kuoren kiinnipitäminen lyhyen altistuskokeen ajan ei myöskään 
näyttäisi vaikuttaneen metaboliaentsyymien aktiivisuuteen. Kroonisesta 
altistuskokeesta määritettyjen entsyymiaktiivisuuksien erot olivat vähäisiä, mikä voi 
selittyä simpukoiden hyvällä sopeutumiskyvyllä. Sinisimpukoiden sitkeys (robustness) 
matalissa räjähdysainepitoisuuksissa on osoitettu muun muassa Rosenin ja Lotufon 
tutkimuksessa, jossa selivitettiin räjähdysaineiden toksisia vaikutuksia simpukoihin 
(Mytilus galloprovincialis). [25.] 
Tässä työssä esitetyt tulokset havainnollistavat hyvin tutkimukseen liittyvät haasteet, 
kun tavoitteena on määrittää biologisia vasteita luonnonvaraisista eliöistä. Jokaisessa 
entsyymiaktiivisuusmäärityksessä havaittiin simpukkayksilöiden välistä vaihtelua, mikä 
vaikuttaa tilastollisessa analyysissä arvioitavaan käsittelyjen väliseen vaihteluun. On 
myös otettava huomioon, että laboratorio-olosuhteissa suoritetusta 
simulaatiotyyppisestä asetelmasta saatujen tulosten perusteella ei voida vetää 
yksiselitteisiä johtopäätöksiä siitä, miten TNT:lle altistuminen vaikuttaa simpukan 
metaboliaentsyymien toimintaan luonnossa. Laboratorion kontrolloidut olosuhteet 
eroavat vastaavista luonnollisista olosuhteista, ja laboratoriossa tutkittavaan ilmiöön 
vaikuttavia tekijöitä on huomattavasti vähemmän. On myös huomioitava, että 
tutkimustoimenpiteistä ja laboratorio-olosuhteista aiheutuva stressi voi vaikuttaa eliön 
normaaleihin biologisiin toimintoihin, ja sitä kautta analyyseistä saataviin tuloksiin. 
Valitut menetelmät osoittautuivat toimiviksi, ja entsyymiaktiivisuudet saatiin määritettyä 
onnistuneesti jokaisen valitun entsyymin osalta. Toimivuudesta huolimatta kaupallisten 
tuotteiden tilalle voisi kuitenkin valita paremmin yhteensopivat menetelmät PK- ja 
PEPCK-aktiivisuuksien määrittämiseksi. Työssä käytettyjen tuotteiden protokollissa 
esitetyt mittauslämpötilat erosivat toisistaan, jolloin PK/PEPCK-suhteen laskeminen ei 
ole mielekästä. Korkeamman mittauslämpötilan vaikutus entsyymiaktiivisuuteen 
huomattiin, kun havaittiin saatujen tulosten eroavan selkeästi muissa julkaisuissa 
esitetyistä tutkimustuloksista, missä oli raportoitu PK- ja PEPCK-aktiivisuuksia 
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sinisimpukoissa. [20; 23.] Jatkoa ajatellen olisi hyvä saada käyttöön menetelmät, joissa 
mittaukset voidaan suorittaa samassa lämpötilassa. Tulostenkäsittelyn kannalta on 
oleellista, että edellä mainittujen entsyymien aktiivisuuksia voidaan verrata toisiinsa. 
Kaupallisia tuotteita käytettäessä myös kustannukset nousevat helposti korkeiksi, sillä 
yhden kitin reagenssit riittävät loppujen lopuksi suhteellisen pienen näytemäärän 
analysointiin. Kustannusnäkökulmasta hyvät menetelmät kaupallisten tuotteiden tilalle 
olisi ODH-analyysiä vastaava menetelmä, jossa työliuokset voidaan valmistaa itse 
tarpeen mukaan. 
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